Fermentace

Cile

pracovni niavod s metodickym

komentdfem pro ulitele
pripravil T. Feltl

tloha cislo

Zalozeni kvasné kultury a sledovani zmén obsahu latek v priabéhu kvasného procesu.

odrobnéjsi rozbor cila

«+ Praktické sezndmeni se s procesem fermentace (kva-
$eni vs. aerobni mikrobidlni procesy).

+ Odvozeni podminek pro priibéh kvasného procesu.

« Sledovani zmén koncentrace latek v pribéhu kvaseni.

» Zarazeni fermentace v ramci metabolickych drah.

Zadani ulohy
Zalozte experiment s kvasnou kulturou pekarského

drozdi a sledujte zmény v obsahu latek v priabéhu
kvageni.

Technicka uskali, tipy a triky

Pokud chcete, aby experiment probihal dostate¢né rych-
le, pouzijte alespon celou kostku drozdi (tj. 42 g, napf. Cer-
stvé drozdi FALA) a 0,51 roztoku sacharézy. Pri téchto
podminkdch postali sledovat zmény v koncentraci latek
pouze 5-10 minut.

Pomiicky

PASCO senzory: plynny oxid uhli¢ity (PS-2110), plyn-
ny kyslik (PS-2126A), ethanol (PS-2194), teplomér
(PS-2135), PASCO SPARK datalogger a pocitac se SW
PASCO Capstone, popt. datalogger Xplorer GLX, PAS-
CO USB link (PS-2100A), kaddinka 1000 ml, magneticka
michacka a velké magnetické michadlo, stojan a drzaky
na dvé ¢idla, latexova rukavice, chemikalie (dest. voda,
roztok 0,5M sacharézy, 1% roztok ethanolu), biologicky
materidl — pekafské drozdi (napf. FALA, 1 kostka tj. 42 g),
popisovac (lihovy fix), pracovni navod, pracovni list

arazeni do vyuky

Experiment je koncipovén jako demonstrac¢ni. Je ho
vhodné zaradit v rdmci uciva o pfemémeé latek v zZivych
organizmech, popf. konkrétnéji v rdmci metabolis-

mu sacharidd. Stejné tak je mozné experiment pouzit
v rdmci u¢iva o enzymech a vitaminech. Uloha najde
své uplatnéni také v oblasti analytické chemie (pouziti
¢idel pro sledovani koncentrace plynt).

Z8: demonstrace; SS: demonstrace, lab. cviden{

asova narocnost
C4st hodiny (do 20 min).

avaznost experimentt

Tomuto experimentu je vhodné predradit tlohu ¢. 16
(Kdy je enzymu zima a kdy teplo).

ezipfedmétové vztahy

biologie (mikroorganizmy — bakterie, kvasinky; meta-
bolizmus, kvaseni)
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Obr. 1: Kvasinky rodu Saccharomyces
(zdroj en.wikipedia.org)

Pro¢ se méni koncentrace kysliku?

Vzhledem k tomu, Ze je v nasem systé-
mu pomérné hodné kysliku, projevi se

i aerobni metabolizmus kvasinek. Pravé
tim miZzeme zdavodnit pokles mnoz-
stvi kysliku v pribéhu naseho experi-
mentu — kvasinky ho spotfebovavaji.

Teoreticky uvod

Terminem fermentace oznacujeme jak klasické anaerobni kvaseni, tak
ostatni aerobni mikrobidlni procesy. Jde o bézné procesy, pri kterych do-

.....
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latek jednodussi. Studium kvaseni stdlo u zrodu biochemie a nasledné
biochemického oboru — enzymologie. Biochemie je tak jako védni obor
nedilné svazana se jménem Eduarda Buchnera, ktery ziskal za sviij objev
,nebunécného kvaseni“ v roce 1907 Nobelovu cenu.

Vyroba urcitych latek s vyuzitim fermentace je historicky velice starou
zalezitosti. Napf. ndlezy kvasnych nadob na vino pochdzi jiz z neolitu
(dnesni Irdn, Hajji Firuz Tepe, 8500—4000 let pt. n. 1.). Kvasné procesy
jsou velice intenzivné vyuzivany v potravinarstvi i dnes (pfi vyrobé liho-
vin, piva, vina, kyselého zeli, octa, kynutého tésta, ...).

Kvasinky jsou eukaryotické organizmy, které se pfi kultivaci rozmnozuji
nepohlavnim (vegetativnim) zptisobem. Drozddrenské kvasinky maji typic-
ky tvar vejcity az kulovity, podobné jako kvasinky pivovarské ¢i lihovarské.
Kvasinky se pouzivaji v celé radé dalsich odvétvi od pripravy krmiv, hnojiv,
ke kompostovani, vyrobé bioplynu az tfeba po vyrobu 1éciv (napt. inzulin
produkovany kvasinkami).

V nasem experimentu si zalozime kvasnou kulturu a budeme sledovat zmé-
ny obsahu latek v prabéhu kvasného procesu s vyuzitim béznych pekart-
skych kvasnic, které obsahuji kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae (viz
obr. 1).

Zdrojem energie pro nasi kulturu bude sachardza. Z této organické, ener-
geticky bohaté, latky ziskavaji nase kvasinky energii. Sachardza se tim pa-
dem musi pfeménit na néjaké jednodussi latky. Konkrétné se jedna o etha-
nol a oxid uhlicity. Souhrnné mtizeme tedy probihajici reakci zapsat:

CeH 1,0 — 2 CH;CH,0OH +2 CO,

Podrobnéji se na metabolické procesy podivame na nésledujicim schéma-
tu (viz obr. 2). Prvnim krokem je $tépeni sachar6zy na dva monosacharidy.
Glukoza se nasledné odbourava procesem glykolyzy. V prabéhu glykolyzy
ziskdme urcité mnozstvi energie ve formé ATP a pyruvit (kys. pyrohrozno-
vou). V pripadé anaerobni cesty se v prvnim kroku pyruvat dekarboxyluje
na acetaldehyd, coz obstara enzym pyruvatdekarboxylaza. Druhym krokem
je pak redukce acetaldehydu na ethanol, ktera se neobejde bez enzymu al-
koholdehydrogenazy a redoxniho koenzymu NADH.

Kvasinky maji ale jesté druhou moznost, protoze jsou takzvané ,fakul-
tativné anaerobni”. To znamend, Ze v podminkach s dostatkem kysliku
mohou ziskdvat energii podstatné efektivnéji (metabolizmus probiha ae-
robné). V tomto pripadé se pyruvit méni na acetyl koenzym A, ktery
vstupuje do Krebsova cyklu (cyklu kyseliny citréonové, CKC). Zde vzni-
ka opét urcity ekvivalent energie ATP a diky dekarboxyla¢nim procestiim
také odpadni CO,. Hlavnim produktem, z pohledu ziskani energie, jsou
ale molekuly NADH, které déle vstupuji do dychaciho retézce. Pravé zde
vstupuje do reakce kyslik a vznika ATP a voda.

Motivace

Hodinu muzeme zacit tak, ze ukazeme: krajic chleba ¢i housku, lahev piva,
lahev vina, lahev octa a lahev destilatu. Zeptame se, co maji tyto véci spo-
lecné. Zici jisté najdou spolecnych véci celou radu. My je budeme smé-
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Obr. 2: Zjednodu$ené schéma metabolizmu sacharidd, aerobni a anaerobni cesta

fovat k problematice vyuziti néjakych organizm pri vyrobé donesenych

»~pomucek”. Nakonec dojdeme k faktu, ze pfi vyrobé vsech donesenych

véci se pouziva néjaky mikroorganizmus — kvasinka nebo bakterie. Po-

kracovat miizeme otdzkou jak takovy mikroorganizmus ,pracuje” a jaky
o ¢ z “« 7 7 I z v 7 7

z produktd jeho ,prace” se v konkrétnich vyrobcich pouziva. Celou mo-

tiva¢ni ¢ast ukonc¢ime konstatovanim, Ze se zamérime na studium pekar-
ského drozdi.

Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim ndvodem. Dbejte zvySené opatr-
nosti a s chemikaliemi zachdzejte vzdy v souladu s instrukcemi na oba-
lu. Nikdy nepipetujte tsty. V laboratofi pouzivejte ochranné bryle, plast
a pripadné dalsi pomicky v souladu se spravnou laboratorni praxi.

Priprava ulohy

Pred vlastni demonstraci je tfeba pripravit alesponn 500 ml 0,5M roztoku
sacharézy.

Dile je tfeba pripravit fermentacni ,komoru® Je mozné pouzit ptimo pri-
slusenstvi dodédvané firmou PASCO — metabolickou komoru. Problém ale
nastane pri pozadavku velkého objemu a pripojeni tii a vice ¢idel. Tuto
konfiguraci zvlada az pomérné nakladny systém PASCO EcoZone. My si
pomiizeme velkou 11 kddinkou a latexovou rukavici. Tti prsty rukavice
na koncich odstfihnéte a do vzniklych otvort nasunte jednotliva cidla.
Vie musi dobfe tésnit. Cidla pak upevnéte na stojan a vée posuiite do ta-
kové vysky, aby bylo mozné rukavici ,,pretdhnout” pres okraj kadinky a tim
kadinku neprodysné uzavrit (viz obr. 3 na nésledujici strané).

Postup prace

Ulohu mtizeme rozdélit do dvou hlavnich ¢asti:
1) Priprava roztok a fermenta¢ni komory (viz ,,Pfiprava tlohy®)
2) Sledovani prubéhu fermentace

Dulezité molekuly
O

OH
H5C

O

kys. pyrohroznovd (pyruvat)

OH

OH
H5C

)

kys. mlé¢na (laktat)

Kalibrace senzort

Vhodné je zkalibrovat ethanolové ¢idlo.
Toto ¢idlo je sice kalibrovano vyrob-
cem, ale v nasem ptipadé ukazovalo
znacné vys$$i hodnoty. Kalibraci pro-
vedeme tak, Ze do nddobky nalijeme
vrstvu 1% vodného roztoku ethanolu
a nad ni umistime ethanolové cidlo.
Cidlo se nesmi ponoftit do roztoku!
Meéii se pouze koncentrace ethanolu

v parach. Hrdlo kolem ¢idla je nutné
dtkladné utésnit. Spustime zdznam dat
a po ustaleni rovnovahy (cca po 3min)
dlouze podrzime zelené tlacitko. Tim
je kalibrace provedena.

Obdobnym zptisobem je vhodné
zkalibrovat ¢idlo kysliku a ¢idlo oxidu
uhli¢itého. Zde se kalibruje na ,pro-
stiedi“ kolem nas, tedy koncentra-

ci sledovanych plynt v atmosfére.
Pouzijeme k tomu opét zelena tlacitka
na téle pripojovaciho modulu ¢idel.

Experimentem k poznani
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Pocet pripojenych ¢cidel

Pokud budete pracovat s dataloggerem
PASCO Xplorer GLX, je mozné pfipo-
jit i ¢tvrté cidlo. Vybornym kandida-
tem je pH elektroda.

Pozor na tésnost

Latexova rukavice musi tésnit kolem
jednotlivych ¢idel i kolem hrdla kadin-
ky. Pfed demonstraci ve tridé je vhod-
né experiment predem vyzkouset.

Obr. 3: Sestavend aparatura (varianta s dataloggerem SPARK)

Nastaveni HW a SW

1)

2)

Ke svému pocitaci propojte pomoci USB kabelu datalogger PASCO
SPARK.

Datalogger obsahuje jesté druhy USB port. Na ten pripojte jesté PAS-
CO USB link. (To neni nutné, pokud pouzijete PASCO Xplorer GLX,
ktery m4, na rozdil od SPARKu, Ctyfi nezavislé vstupy.)

Do vstupti pripojte ethanolové ¢idlo, ¢idlo kysliku a ¢idlo oxidu uh-
licitého.

Teplotni ¢idlo pripojte pfimo do malého vstupu na dataloggeru.

Tim mame pripojend vSechna Ctyfti ¢idla, ktera budeme pouzivat.

Priprava méreni

N =
~ ~—

7)

Na pocitaci spustte aplikaci PASCO Capstone.

Otevrete soubor ch18-fermentace_sablona.cap. (Soubor je dostup-
ny na portalu www.expoz.cz.)

Ve spodni ¢asti okna SW Capstone nastavte parametr vzorkovaci frek-
vence Common Rate na 5 s.

Do kadinky nalijte 500 ml roztoku sachardzy, vhodte michadlo a ké-
dinku postavte na magnetickou michacku.

Do kadinky rozdrobte balicek pekarského drozdi a spustte magnetic-
kou michacku. Zpocatku mohou byt otacky vyssi, jakmile vznikne sus-
penze kvasinek, otacky snizte.

Ke kadince prisunte stojan s Cidly umisténymi v latexové rukavici
a posurite je do spravné vysky. Pozor! Az na teplotni ¢idlo musi byt
vSechna cidla alespon 5cm nad hladinou. Teplotni ¢idlo by naopak
mélo byt ponofeno.

Zkontrolujte tésné umisténi ¢idel a pretahnéte okraj latexové rukavice
pres horni okraj kadinky.

Vlastni méreni a zaznam dat

1)
2)

V levém dolnim rohu SW Capstone kliknéte na tlacitko Record.
Sledujte zmény na zdznamu v grafech (horni obsah kysliku a oxidu uh-
licitého, dolni obsah ethanolu a teplota).
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3) Pokud nevyhovuje nastveni méritek os y, mizete pouzit ikonku auto-
matického nastaveni méritka v levém hornim rohu grafu.

a) V pripadé, Ze vyse uvedeny postup nevyhovuje, pouzijte k manu-
alni dpravé os mys. Najedte na osu, chytnéte ji a tdhnutim posuii-
te (nahoru nebo dolt) na pozadovanou pozici hodnot y. Méritko
upravite obdobné chycenim a tdhnutim za ¢iselné hodnoty na ose.

4) Po deseti minutach ukoncete zdznam dat stiskem tlacitka Stop v levé
dolni ¢asti.

Analyza namérenych dat

Analyza dat spociva v prozkouméni zmén a jejich trendt v ramci hodnot
zaznamenanych jednotlivymi ¢idly. Do vzajemného vztahu je tfeba dat
predevsim zmény v koncentraci oxidu uhlicitého a ethanolu. Zajimavy je
také pohled na koncentraci kysliku anebo pribéh zmén teploty.

Hodnoceni prace zaki

¢ Nastudovali si Zaci teorii predem?

¢ Sestavili a pouzili zaci méfici aparaturu spravné?

o Postupovali zaci korektné podle pracovniho navodu?
o Porozuméli Zaci uvedené problematice?

¢ Vypracovali zaci spravné své pracovni listy?

o Ziskali zaci predpokldadané vysledky?

¢ Interpretovali zaci vysledky spravné?

¢ Shrnuli zaci nové poznatky v zavéru?

Informacni zdroje

o http://cs.wikipedia.org/wiki/Kva%C5%A1en%C3%AD
¢ http://en.wikipedia.org/wiki/Fermentation_%28biochemistry%29
¢ http://cs.wikipedia.org/wiki/Kvasinky

¢ http://cs.wikipedia.org/wiki/Alkoholov%C3%A9_
kva%C5%Alen%C3%AD

¢ VOET, Donald a Judith G VOET. Biochemistry. 4th ed. Hoboken, NJ:
John Wiley, c2011, xxv, 1428, 53 p. ISBN 04-709-1745-8.

¢ KOOLMAN, Jan a Klaus-Heinrich ROHM. Color atlas of biochemistry.
2nd ed., rev. and enl. New York: Thieme, c2005, x, 467 p.
Thieme flexibook. ISBN 15-889-0247-1.

Hodnoceni vysledki

K hodnoceni vysledkt je vhodné
zobrazit schéma metabolizmu a najit
mista, kde vznikaji ndmi sledované
latky. To miizeme porovnat s veli-
kosti nardstu ¢i poklesu koncentraci
sledovanych latek a pokusit se rozdily
vysvétlit.

Syntéza a zavér

Na zavér je vhodné zakiim shrnout:

» U kterych organizmt se miZeme
setkat s fermentaci.

» Co je podstatou fermentace a jak
probiha.

» Pro¢ davame kvasnice do roztoku
sacharézy a ne tfeba pouze do vody.

« Jaké metabolické drahy jsou pri
nasem experimentu pouzivany.

o Jaké je praktické vyuziti fermentace.

Experimentem k poznani
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